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論 文 内 容 要 旨
序 論
難 水溶性 の コ レステ ロール エステルや 中性脂肪 、脂溶 性 ビタ ミンは、 リン脂
質 とコ レステ ロール か らな る一 重膜 とアポ リポ タ ンパ ク質 よ り構成 され る リボ
蛋 白質 と して血 中を輸送 され、細 胞表面 の特異 的 レセ プター 、 リボ蛋 白質 レセ
プター と結合 して 、細胞 内に取 り込 まれ代謝 され る。
構造 と機能 の関連が最 も明 らか な低 密度 リボ蛋 白質 レセ プター(lowdensity
hpoproteinreceptor,LDLR)は 体 内の コ レステ ロール ホメオス タシス を担 っ
てお り、アポ リポ蛋 白質apoB-100とapoEを 共 に認識 ・結合 す る。一方 、LDLR
を欠損す る家族 性高 コ レステ ロール血症 患者や渡 辺遺伝 性高脂 血症(WHHL)ウ
サ ギでは 、apoEを 含 む食事 由来 のカイ ロミク ロン レムナ ン トは肝臓 で正常 に
代謝 され る ことが示 され、肝 臓 にLDLR以 外のapoEを 認識 す るレセプ ター が
存在す る こ とが予測 され て きた。本研 究 室で は、apoEを 認 識す る レセ プ ター
と してcDNAク ローニ ングによ り超 低密度 リボ蛋 白質 レセ プ ター(verylow
densityhpoproteinreceptor,VLDLR)とapoEレ セ プター2(apoER2)の2
つ の レセ プター を同定 ・解 析 して きた。 しか し、VLDLR、apoER2と も に肝
臓 への発 現は見 られず 、肝臓 におけ る未知 のapoEを 認識す る レセプターの存
在 が示唆 された。
また、末梢細 胞で不必 要 とな った コ レステ ロール は、肝臓 へ送 られ代謝 され
る。 この コ レステ ロール 逆輸送 は、末梢組織 にお け るコ レステ ロール 過剰蓄 積
を防 ぐた めに必 須で あ り、この過程 ではapoAIに 富 んだ高 密度 リボ蛋 白質HDL
(highdensityhpoprotein)が 中心 的役割 を担 って いる。肝臓 にお けるHDL
レセ プターの一 っ としてSR-BI(scavengerreceptorclassBtypeI)が 一般 的
に知 られて いる。SR-BIを 、アデ ノウイルス を用 いて肝臓へ過 剰発現 させ る と、
血 中HDLの 消失が観察 されている。 これ に対 しSR-BIノ ックア ウ トマ ウスは
中程度 の高HDL値 しか示 さなかった。 また、SR-BIはHDL以 外 に酸化:LDL
や ボスフ ァチ ジルセ リンな ども認識 し取 り込 むスカベ ンジャー 受容体で 、HDL
レセ プター以外 の機 能 も知 られ ている。すなわ ち、体 内のHDL代 謝 はSR-BI
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のみで説 明できず 、未知 のHDLレ セ プターの存在が示唆 され た。
本研 究 で は、肝臓 にお ける新 たなapoEを 認識す る レセ プ ターお よびHDL
レセ プターの単離 と解析 を行 い、肝 臓 にお ける リボ蛋 白質代謝 を明 らか にす る
ことを目的 とした。
第一章 ヒ トLRP5の 全塩基配 列の解 析
本学遺 伝子実験施設 の稲垣 らによ って、apoER2の リガ ン ド結合部位 の配 列
をプ ロー ブと して、新 しいLDLR類 似 蛋白質LRP5(LDLRrelatedprotein5)
のヒ ト部分cDNAが 単離 され た。 このcDNAを プ ロー ブと して、 ヒ ト肝癌 由
来HepG2細 胞cDNAラ イ ブラ リー をスク リーニ ングし、完全長LRP5cDNA
を得た(Fig.1A)。
ヒ トLRP5は1,615ア ミノ酸か らな り、LDLレ セ プター ファミ リーの リガ ン
ド結合 部位で あるシステイ ンに富む繰 り返 し配列 が3つ 存在 した。また、LDLR
ファミ リーのEGF前 駆体 ドメイ ン中 にみ られ るGrowthFactorRepeatと
YWTD配 列 も存在 した。LDLR類 似 蛋 白質LRP105やLR11(111igandbinding
repeatreceptor)に 存 在 し細胞接着 に関わ る と考 え られているRGD配 列 も1
つ存在 して いた(Fig.1B)。
LRP5の ア ミノ酸配列 を基 に親疎水 性解析 を行 った結果、N末 端 と内部 に2
箇所 の疎水性領域 が存在 した。N末 端 の疎水性 領域 は、蛋 白質の膜 への輸送 に
必要 で ある古典 的 シグナル配 列 を構成 す る ことが、 コ ンピュー ター解 析 よ り明
らか にな った。第二 の疎水性領 域 は、塩 基性 ア ミノ酸 によ り隔て られ て いる こ
とか ら、 これ は膜貫通 ドメイ ンと予想 された(Fig.1B,Fig.2)。
LRP5の リガ ン ド結合部位 をLDLRと 比較 した。繰 り返 し配列 にはLDLRに
おいて6ア ミ ノ酸 お きに現れ るシステイ ンが完全 に保 存 され ていた。LDLRに
お いて 、 レセ プター とリガ ン ドとの結合 に必要 で ある と考 え られて い るSDE
配列 もC末 端 に保存 されて いた(Fig.3A)。LRP5のGrowthFactorRepeatに
ついて も、同様にLDLRと 比較 した。繰 り返 し配列 は、 レセ プター と リガ ン ド
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の解離 に関与 して いる と考 え られて いる。LRP5に もEGF前 駆体 ドメイ ン中に
同様 の配 列が4個 存在 し、 リガ ン ド結 合部位 同様 システイ ンが完全 に保存 され
て いた(Fig.3B)。
第二章 ヒ トLRP5の リガ ン ド特 異性
LRP5を 動物細 胞で発 現させ 、 リガ ン ド特 異性 を解析 した。LRP5の 一 次構
造 か らapoEに 富む リボ蛋 白質 を認識 し結 合す る ことが考 え られた。そ こで、
apoEに 富 む1251標 識 β一VLDLの 結 合 を、LRP5を 発現す るCOS7細 胞 を用 い
て解 析 を行 った。LRP5は 有意 に1251標 識 β一VLDLと 結合 し、結合量 はapoER2
の約2分 の1で あった(Fig.4)。同様 に、安定 にLRP5を 発現す るLDLR欠 損cHo
細胞(1d1A7細 胞)を 蛍光標識 β一VLDLを 加 えた培地 で培養 し、 β一VLDLの
結合 お よび取 込 み を観察 した結果 、 β一VLDLが 細胞 内へ取 込 まれて い る こと
が示 され た(Fig.5)。 これ らの2つ の実験 よ り、LRP5はapoEに 富む β一VLDL
を認識 し、細胞 内に取 り込 む ことが示唆 された。
第三章 ヒ トLRP5の 組織特異 性 と発 現調 節 の解析
LRP5の 生体 内 にお ける役割 を予測 す る 目的 で、 ヒ トLRP5mRNAの 組織特
異性お よび発現調節 をノーザ ンプロ ッ トによ り解析 した。
ヒ トLRP5mRNAは 副 腎 ・卵巣 ・前立腺 に特 に高 い発 現が見 られ た他 、脂
質代謝 の活発 な心臓 ・肝臓 に高 く発 現 して いた。膵臓 ・小腸 に も比較的 高い発
現が見 られ た。 この ことか らLRP5が 脂質代謝 に関わ る蛋 白質で ある可能性が
示 され た(Fig.6)。 また、LDLRmRNAは 細胞 内 コ レステ ロール濃度 によ って、
負 のフィー ドバ ック調節 を受 ける ことが知 られて い る。HepG2細 胞 を用 いて、
LDLRmRNAが 負 のフィー ドバ ック調 節を受 ける条件下 でのLRP5mRNAの
発現量 をノーザ ンプロ ッ トによ り解 析 した結果 、LRP5mRNAの 発現 量 は変化
しなか った。 この結果 、LRP5の 発 現 は細胞 内 コ レステ ロール濃 度 に依 存 しな
いことが明 らか にな った(Fig.7)。
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第四章 マ ウスGPI-HBP1の 全塩基配 列の解 析
肝臓 にお ける新 たなHDLレ セ プター の単離 を試 みた。
蛍光 標識HDLの 細胞 内への取 り込 みを指標 と した発現 スク リーニ ング法 に
よ り、 マ ウス肝 臓cDNAラ イ ブ ラ リー よ り新 た なHDL結 合 蛋 白質GPI-
HBP1(GPIanchoredHDLbindingprotein1)cDN:Aを 得た(Fig.8)。
マウスGPI-HBP1は228ア ミ ノ酸か らな り、ア ミノ酸配列 を基 に親疎水性
解析 を行 った結果、蛋 白質のN末 端 とC末 端 の2箇 所 に疎水性領域 が存 在 した。
N末 端 の疎水性 領域 はシ グナル 配列 を構 成 して いた。 また、C末 端の疎水性 領
域 は、上流 に細胞 接着や シグナル伝達 、免疫 システム、発 生に重要で ある と考
え られて いるGPIア ンカー蛋 白質Ly-6(1ymphocyteantigen6)フ ァミ リー に
特有 のモチー フが存在す る こと、 また、細胞質 ドメイ ンが全 く存 在 しない こと
か ら、GPIア ンカー ドメイ ンで ある と予想 され た。N末 端側 のアミ ノ酸38-48
の領域 に アスパ ル ギ ン酸一グル タ ミン酸 の クラス ター(DDDDD-EEEEEE)が 存
在 して お り、 こ の 領 域 は リガ ン ド結 合 部 位 と予 想 さ れ た(Fig.9)。 ま た 、
EST(expressedsequencetag)デ ー タベース を検 索 した結果、C末 端 のGPIア
ンカー ドメイ ンを欠 く選択 的 ス プ ライ シ ングに よ るク ロー ンsHBP1(soluble
HD:Lbindingprotein1)を 得た。sHBP1をGPI-HBP1同 様 に一過性 に細胞 に
発現 させて 、 蛍光標識HDLの 取 り込み を観察 したが 、HDLの 取 り込 みは見
られなか った(Fig.8D,Fig.9)。
GPI-HBP1の:Ly-6モ チー フを他 のLy-6フ ァミ リー蛋 白質 と比較 した結果、
シス テイ ンが完 全 に保 存 され て お り、 同様 の二 次構造 を とる と予想 された 。
GPI-HBP1と 他 のLy-6フ ァミ リー蛋 白質 の分子 系統 樹 を作成 した ところ、
GPI-HBP1はLy-6に 最 も近 いサブ ファミ リー に属す る ことが明 らか になった
(Fig.11)o
GPI-HBP1がGPIア ンカー蛋 白質で ある ことを確 かめ るため に、GPIア ン
カー を切 断す るボス フ ァチ ジル イ ノシ トール特異的 ボス フォ リパーゼCを 用 い
て、GPI-HBP1を 発 現 させた1dヱA7細 胞 にお けるHDLの 取 り込み を観察 した。
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ホス フ ォ リパーゼCを 加 えて培養 した細胞 で はHDLの 取 り込 みが約80%減 少
し、GPI-HBP1がGPIア ンカー蛋 白質 であ る ことが明 らか にな った(Fig.12)。
第五章 マ ウスGPI-HBP1の リガ ン ド特 異性
GPI-HBP1の 機能 を解 析す る目的で 、GPI-HBP1を1d1A7細 胞 に安定発現
させ 、そ の リガ ン ド結合 と特 異性 を解 析 した。GPI-HBP1を 発現 させた1dヱA7
細胞 を、1251標 識HDLを 加 えた培地 中で4℃ お よび37℃ で培養 し、細胞 に結
合 した放 射能 を測定 した。GPI-HBP1もSR-BI同 様 に4℃ と37℃ で飽和 曲線
を示す こと、GPI-HBP1はSR-BIに 比べ て、最大結合量 は約4分 の1で あっ
たが 、スキ ャ ッチ ャー ド解析 によ り求 め られ る解離係数Kd値 はSR-BIと ほぼ
変わ らな いこ とが明 らか になった。また、蛍光物質Dilで 標識 したHDLを 培
地 に加 え、GPI-HBP1を 発現 させた1dヱA7細 胞 を4℃ お よび37℃ で培養 した
場合 、37℃ で は4℃ で測定 した場合 に比べ約6倍 に蛍光強度 が増加 した。 これ
らの結果 よ り、SR-BI同 様GPI-HBPrは 細胞表面でHDLを 結合 し、脂 質 を
選 択 的 に細胞 内 に取 り込 み 、 蛋 白質 は取 り込 まな い こ とが 明 らか にな っ た
(Fig.13),
GPI-HBP1の リガ ン ド特異性 を解析す るため に、様 々な リガ ン ドを用 いて競
合 阻害実験 を行 った。SR-BIと 同様 に、酸化LDLや アセチル化LDL,ボ ス ファ
チ ジルセ リン、apoAIIを 認識す る ものの、親 和性 は低 く、HDLとapoA【 に特
異性 が高 い ことが示 された(Fig.14)。
第 六章 マ ウスGPI-HBP1の 組織特異性 の解 析
マ ウスGPI-HBPImRNAの 組織お よび細胞特異性 を ノーザ ンプロ ッ トによ
り解 析 した。
GPI-HBPImRNAは 脂質代 謝の活発 な心 臓 ・肝臓 に高 く発現 して いた。 こ
の ことか らGPI-HBP1が 脂質代 謝 に関わ る可能性 が示 された(Fig.15)。 また、
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肝臓 、心臓お よび肺 よ り組織切片 を調製 し、ジ ゴケ シゲニ ンで標識 したセ ンス、
アンチセ ンスRNAプ ロー ブを用 い 、fnsf加hybridizationに よってGPI-
HBPlmRNAの 細胞特異性 を解析 した。肝 臓で は単核食細胞系 のKupffer細 胞
に、心臓 で は心筋細胞 、肺で は気管上皮細胞 と肺胞 マ ク ロファー ジに発 現が み
られ、 スカベ ンジャー としての働 きを持 つ細 胞 に高 く発現す る ことが明 らか に
なった。 また、心筋細 胞での発現か ら、GPI-HBPIが 細胞接着 因子 として の機
能 を持 つ可能性 が示 された(Fig.16)。
結論
本研 究 で、2つ の新規蛋 白質 ヒ トLRP5お よび マウスGPI-HBP11を 単 離 し、
その性質 を明 らか に した。その結果 、LRP5お よびGPI-HBP1は リボ蛋 白質 レ
セ プター として機能 し、共 に肝 臓 に発現す る ことか ら肝臓 にお け る リボ蛋 白質
代 謝 を担 うレセ プターで ある ことが示唆 され た。高脂 血症 、動脈硬化 な どの成
人病 に リボ蛋 白質 の代謝異常が 関わ って いる こ とは広 く知 られ てお り、本研 究






































elPヌ π 巾搬 【,κ13備 」掬跡 静,珊 諦 弓・ヨ蜘 ヨPヨ・岡 層ひ}3汽・…o孕30拍 訊 」ン訥 獅}亭 で・ヨcぐ微 「37師潮A鴨 鞠 欺1訥 か3隔O}孕}抑 ヌぐウ,多榊3?cぐ1,罫c・ ヨco弼 κ 朋 ぐ
ATI}訊5ヨ1κ 湘抑 拠5〔 即1,},㏄`躍8昂 撒3㎝ 罫TI踊3骨 一κT」∫T・算Tl獅'獅,節 ヨ櫓 恥5c軸 凋 【期 ・掃7〔町「'∩KC・跡 》鞭30ウ 矯7儒13CTA肺 ヨ姪 冷ハ㏄ 」罫
H匡AA酔Ilヨ 盤層 『 瀦PLLLLLLLL』Aし13ρ 月 ひ ムA《5F』 』LF汽NR
.`,3Al訂Aぐ ・}襯 」ノ抑 ン3Aぐ層碧 ぐ・,抑聾 和3.肋 つ..諦 」.ぐ 縦AT「 隔,伊,CA幽 恐 メ「.ぐ博 隔1⊃;A.ン 三ぐρ`鷲12謁 ハ...Ar撒A傳 掃 ヨAl3m5Tl凋 脈1諦 ハ礪
ROVRLV[・A-3・ … ソKし 旦STIVVS,三Lε,AA汽VD『Q『SK嗜 瓦V幽
13ハ037`踊 脚ズ 嗜A脚,筑r}凝ATぐ 朋 ■碧 脚訊cq【 配C㍗ 瓢CC存 論C・漕3脳COκ ぐ碍 ・冥A艦踊ハO冷 ン耀 肝 骨 弓σ・,㍑7し51ヨTζ丁轍 頓P賑Cを 翼q陀 」3㎝}C弓AqPl}蹄 丁・抄訟 ハハ」3
髭VS巳 ε^IKQT了hHQT・UλVQrlVV`Sl3L・SP・ 嚇L^◎ ・ ㌶V喝K
納1,聯 ヨ7網 ・ヨr3擢・ヲ蹴TC知 蜘 据 ㎝ce6碧 ∫ヒTぐ1訥,訂1ヌ15CC凧CCTぐ 鮪 τ1}3CACMCCC・}瑚1諦 丁り㎝ ・諺 ぐAI弾κ 齋r3㎜ ●3ぐO辿 労 ∫C訂 厭ヨぐq卜71}3解 ㏄ ぐ
ドL,一Sε τ 匹RI5y凡 囚L国'ヌ τSRド¥LF置QOLgqPR汽1AL【'『
」π 躍 画き郭 丁AcA蹄 丁解 丁弱 配 み3ハぐ丁臼静37嚇 ・紺 ・3CCCウ,3《 燃 ヨA幽款 ・蹄r魯 孕ヨ.訊τ・タ3Aτ劇 碧 痔ヨ?解℃Cl躍 脳 溺汽丁ぐAT野3,タ 糀1弼 解 瓦冒TMT冒 抽P¢e越 τ【蒲 贈9
西H・ 書Y岡 工 」L」L』 弱 亀ヌETFRIεRろ 弓 村0「35TRド1τVPS【 ● 工 】」 一 』 」5L
Accλ70狛07T9鏑31訥 碧A・;A和碧 丁骨 κT・,外,・ 気ぐ・跡ξ轟A●翼TC智3α 貿Aτoぐ κc・571㍑AAoq門 」蹄 跡 牽撒1撒7き 碧片 訊ハ・,π.罰罫,油 卸 訟 冊 帽 ・訥o∫ 鷹 ぐ
丁 工[●L5εOドL工_■ ≧L■L口 λ ドLS『 工HR汽HL【b・ ヨS『KQ國 、「Vε ・…5LTH『
鷲O㍑CT・ 」汽c司網 弓窄・ヨウ訓訊 ぐ縦 丁隔3τκ 丁・3黙猟6解 丁・}Kλ 弔κ 貿9賦cAT¢AT`獅 κ月ハぐ脳 聞1∫ 襯5路 裕 ンコAみALゴ うM階 晒3λTcq鴎 蹴猫x℃ 轍TA㏄e為
F《LTLS弓OTLL止 』 一 留QTR5=HA◎Nド 民 丁 ・313ドRKElLS汽L了5
孕7ぞA,鰯 κAT儒AI菊Tl3q『 ・訥3ぐ σ}弼 和躍 ・}號禅碧 … ぐぐAC解 π ㌧3節ヨTI3λ1ヲヨAl,撒 匹ハT「}§ぐ1,凱 丁・撒CCA㎝1コ 丁」reい'翼丁.昇07CぐA恥 算,傳 謁 ㎜ACACA
囲 口QVLSQ5RqrrrHTR◎EEPN騒 弓 ◎ εHL◎LLspsじ ひrマT
T♂掲'蹴T・ 翼Cで ぐκ ・糟3T・訂 適κ 膏即 【κ 却き蹴MO3㌶A唖 弥A亭 か コ丁員Al}ic齢 弾 真●3COヨ再1}蜘引三τ.r7●獅-躍 ・㌻鞭 ヨ∫一孕孤O茜M『7κ 引晒 艸鍋TCTC・ 凋 ・ヨ6κA亭K亭 …
◎ 真 ◎PT6・QLQ臼1・ ヨRTeド^嚇^巳8VL』L^R薩 τPLR・SL炉 τ5'
■箔 胤A朋13崩 貿 層3罵CTIκ 薄}コTI郭帥 靴 昌脚,躍AO罵 ぐA質r㎜ 曾Cl珊 λり…㈱ 襯Al訊1範 訟 丁ハT,37CTACTI,5殿 離A7.榊 踊 お,抑,シ ㍑A轍1謁 脚諦3e帰
【・ 『T`し 工 ΨLQV【 蓼 ε・IRHA工A工`1了 【'PLElヌYV皿 』 【"6VR真1RRハ
7ハ㏄ 「■ヨ蹴1丹 訂ぐ7層軸,算 欄翼 傳撚 榊3訓 であAC躍c旨3恥 訊 丁ぐ凧 ぐ畠鍋cぐcξ1銑 丁励葺 汽悼30訪TC■ 凱 丁層袖3Tl3碧cc`踊 ㎜Aqp弱Acoヨ 解 瀞 軸 κ 汽o孕wc.碧Aτ ぐ
了 』=」 ・5s印5AOTLVllτ εIN【IF【"5=λv【.冒¥汽RNL目_』 一』?・ ヨ7【IR1
6触5τ ・「ヨAC・3ぐ,撒軌 κ1,凋 解CTC㏄ 層瓢触 …AπTI凋 鋤 三丁ご・勢ヨ汽1㌶A帽1ヨ3κ13跡 碧・㍑1筑1碧 ぐλ『c・凋 κ7『●翼 解 ぐごξ・ヨTlヨAい鱒}ccrCA邪 ヨTκTl擁 κ 拘訊CTI労 ㌶ 舶 照
巳 、「 τR』N」 ヨTSR卜lI』v56PLτ1巳 「RA1画LH『 、「 闘}3L閥 工_崖L』 ド1;6
航(Ψ ぐT㎜ τ個jA`3TL亦'凱 触 帽1,鍋71掃 三CAI》蜘3n罰 ㌶ ・打 「コT「照 『1麗7C凧 ㍗縦TC㈲ 事嵐鋤}}怖 ㌘榊 劉㍑ 丁畠揚7㎝ 擁ACCT■r神 弱 恥弾}ヨ 晒 碧TCT脚 過}輩 汽
冒P}rエ8◎ 瓦 醒L,¢q5RRVLV.11ASLl3鶉?"・3LλLPLQε ・3κLL厘
昌3Ao;ぐCA薦Aぐ 薦 罵A陛3AτCl3R● 謁丁・ヨハ暫A汽 丁・肋 筑Tl弾3Ac・ ヨ餓1鞠,碧1聾 解c㎜ ・,3鱒 訊 ぐ㎜ 「ccぞ・碧ACA欄1鱒 鳶TC解1榊 コ聯 紳 抽 珊c轟 丁α 鳩 ・」・5
皇AKT【IKI旦V工 闘V=16τ ドRRτLLε 【8ドLF麗1『1597LL・3仁 膠 『II_五
κ 「『・;武く■`弱ぐハ1駕己3co5c簿 碧 解03傳 謁 ・神 罫r配M・}訂qAAI3罫cハ13配1過 第oπATCA仲 訊cな 恥獅Kなel訊 α 丁畝 ㍗津甜3骨e融3CTらT`ヨ 触 塾 頚,碧c納,獅3TC
L』 冒Q艮 民SI呂Rソ 日 ド Ψ ドASR〔,VIIτ'OL旨 距L樋 聖3LKλVNΨAドVV
:澤c響響 轡 ㍗鷲 『1塾欝聾聖蟹7搾 職 ぐ響 》習:1聯階 搾 ぞワ?響 鼎 碧Ψ冒c
教丁く蜀で1質ぐTlヨ恥ヨ　 ヨ1賀αTく 乳oc和 翼爾 掬躍c・劉 で孔τσcA厚AI,議Tq牌cぐ τ帖Al∋彫 ℃凧 τハAO脚6AO3T,ヨ 三ccMc孕 馳KTCκ 評伽鞭 抑 躍 餓 孕袖,KCTく 脚 碧 帽6
工V9巳A『L¥FTSR汽 轟IH駐15』 εTNUHDVAIFLT弔 、,K已A5A』
・5A鼎 ・}ATI遡13Tワ7脚 凧 ぐぐκA而 解 丁・ン5解用Aぐ 西罫 晒 鍔 ・τTg鍋AI跳ccあπ 恥㍑lr・ 閥TeAい}磁1}㌶ 洩3㏄c●シ3T.騨勘3ぐ舶 跡 擁Tl}蜘3㎜ 》3帽 丁,葺κTA㏄cぐ
r・r紅Ivs置1紆Nエ エ_鼠 』 ∵SLドT;5RムFH「 「6ssv呂H、'㌔Pε 「L【 幽 了1'
・3武静劉躍AT1罪 笛 訂 丁6κT■}5躍1騨 咽ぐ凧 幽顎 解 骨 骨A価,》3・3Cぞ 「阻CAC,き 蜀 彫CAAC汽`語 ハ質 ・訊A・ヨ丁脚31籟3「,・ヨ弓く丁 弱Aな ・3・き罫 恥37TOO,卸 脳 嚇丁㏄TO37・ 轟3・筑1野 ∋八(T7・3
昏 ら 国 薮Vこ1観N司 ヨ ト=HL-T」 …TNR工`ソ ムRLζ 印13Q『RQVし ソ7こK【 ・ し
`3Amハ ㏄ ぐ邑ヨAI,署ぐ邑3停丁・3・3cぐくTl鮒AT㏄c真qeA甜 ン弱 傭 解A怜A`㍗ 》跳071竃A5ヨT・簿 ン3ぐ・ナr油 跡3Al弱ATぐ1認,30},5帽 八Tl弼AO3・ 弱A㏄ 凧q巨3qAT.語c・ 獅9∋ 丁幽ヨ
繍 晶 懸,,誌 麟,,繍 漂感 乱繍 、繍,論 ふ農。無1罵需 、、;。益轟,繍 轟、鋤 。熱 鵡、
【酢Kソ 弓RAN「 脚LTτ[IYA`IQRLヱ_坦L【 ・TNH工6SSHκL6Qε 民VV
醒鷲 ↓鵜CI」跡,MCTC・ 鴨 置 κoコ 禦oヨ 双cい'即 款P'封 齪 歯碧 」訟 丁¶珊A質 丁躍 丁■,訥c和 三鱒 鐸 融 鷲Trヨ ぐ病ぐ馬鵜 醒貿 ・ヨ勲訟 ・抽 三笛 訥e触 ・ヨ汽CT趣 質 ・鍵 物 縮 脚Cl'鵠 武cぐ
1A【 し 巨LE『 をF6LTQTSτ}Y工 一 誘HLHS15R義 【ρ ドT5・3麟"RT
(「『CAπ 瓠 ・静 ㍑ACぐ7,3r3AC〒TC.3TI玖Tl;13κ 鷲 鷹1,3Tr三TTぐe汽 賀 鷹TOOひ 罫e和 軍踊7jl贈 ハ且い」脚 ヨTハTI5CAmAぐ ハAぐ1珀 κ ハ「昂3T・掃 翼Ao3rTr371罫 慨 ゴヨCmTぐ
き。赫 編 編 ぶ 織 、掃。よ面;、撮 漏 編 撮 晦 膿濫鵡ふ赫 温鱗 轟,漁,鼠編,。
9屑 旧 ◎ 嗜 ◎AS旧 丁 口 。SSRN◎5興TT掌Lし じsq毫=s《 エSR旧
Cぐ弱 解 ・}ACぐ汽脚ン7κAI3CCC,,訥TC「 『縣TCぐ 弱 ぐぐ07Tl3ぐハい3・訥CTI3《1亙訊AO寮7e朋 用CぐA"r5κ 「rATI3犀アぐC猷 丁【31ヨACハハ・5TTmTq門 配7㌧曲蹄 τ【ヨ頴T・き掃C」3CC層 λACA7C
9【lrlOH3P【gL=LPLHljLB岡 Ψ ド 瓦 ・工 【o¥【 ・ 『L【 ・ ド 『 τ 　 r5RQ闘1
陥 ・孕?1鈎3㏄ 晒 菊 ハぐ楓AI鞭3κ ぐぐ恥ヌ「ぐ聯3デ 贈 ・}λ㎝(Tq瞳A冒 ㍑ 刃¥蜀 ぐC㎜ ぐCな隔ACJ轡 碧 掬碧 ぐCσへC弓∫㌔α「閏Al罫 汽TCI訥7A"κ 離CC・ 箔 λCκTI輩7丁 骨 ・補
卜7RAド 【,ε ・3TQ2EVLT5LSQ・ ヌQ「 「 ρPR9を 踊5LS1【 幽 工YS且 τ 』 一
丁Lヨ獣"號 欄 亀晒}靱 麹㏄ ㎎ 曜解c麓o麟 αL熈RC恥 享摺`縞 巳謁 脇糟 三脳 揃 汽雷尊 耳 与尋 揃`抑 號 弓持 ヨ解c見5c硫3κ 晒 躍cc恥}引 搬 醒τc・ヨw・躍 触 阜翼 巳弱 再駅"恥 紬 罫 解
噂 ε 汽 丁 解 τ1闘VHRLS嗜 εAN弓VVL山,ROド,RAIvvr《A匡R6Y
CT・菲AC剛ACC凧?A7・3m・ ヨ・ヨλξO袖 鶉 脚蹴 ハA覇TCI3A瓦03亭 ヲ7ハ'3CC〔℃1き第C'争筑 三㏄ ・訥 κ'質「姐iシーmCC解 ぐ・ヨκCTCハ 丁停C'質・τでT・跡5'ヨ・で解TI弱 燭 弓丁齢 κ
L工 _』_工 一 旦 κqORAAK工 εRAAL`塵 弔TE駐 匡VL『7τ'3LIRひVAL"VP
鷺cハ鴛 ヨ㍗?磯 λぐ響 ㌘響 ヨσ量買評熔 丁饗3玉餓:警燃3?塑?響 撃鷺TC掌聡 丁 響?3
《CCATC質 丁・謁CA八1冥ATぐTCT鱒 孕筑 丁ぐ.3κ ぐ・抑AI}c離c脚 ヨ昌丁・;A703Al鱒3713Tら 琳 遡3κ ぐ解oヨ}諦AC鮪13ぐ 弱A⊂ 「『Cl'∫濯cc簿 細 κぐ`≡で1ヨTC6鍔㏄ 八c幡 鱒 弱 ぐ
TlL・3ドHLL幽RQOQH16R亨 £ ドT7照 【'ドRT.R工Q'5RVλH』T'ヨ
言丁篇Aτ轡 学響c響 空攣 醜7響 搾 獄 懸 撃 鷺":摺 筆 コ^撃習 鷺 ㍗?τ野野『^;e㌘謬 ぐ巻c
姪繭¶㏄汽ぐCT献"6帆q、 罵恥翻 胴7L3㌍卜'撚儒・3丁俸撫}隅守弓槻肘襯"鞭 職 ド孕猟 弓階憎 」袈阿蜆槻ぐ解距ひ至罰恥胴Tq」㎜ 珊汽鮒C薩 諦碧鷹」冤κ」凋 澗
灘繍難灘 蕪i灘鱗 叢叢
◎ ・ 。6-LH◎ 巳 ・ τ 卜・P凹 凹5ひ λ ・ 時}^目 臼 工 …L・Lr…
・ヨ賀幽論丁幽'堺帆而o℃'昂 脚c和ヨつ弥・ヨT「}3麗丁虞躍A・'鱒罵丁汽τ1碧唱ヨ・3ウ引㍑ 献e・聾ヨ㎜ ヨぐ《oL蜘3Tλτ・蹴 掬捧陣5鱒 脳幹AoヨTI…cζξ麿c昌AT貿cAT脚'κα℃・3
,・ヨvrFV◎QRΨv◎Q.R了AlヨA閥 ・3rFFHE了75・ 聖H7ひL"目Aひ
費?3鷲 搾ワ1弓『野警 避:}㍗鷲 ㍗構 攣 謄聖構,':野ミ攣 搾 習 鐸解1甲鷲解鐸 『;罰
・剛 「7c,㌶貿 吊 凧"3ぐ『03Tζcみ κAひ 顯 弱 縣 λo"37㍑ で(㌔即 ・ヨA7く℃T・㎜ 翼 朝 ぞ帽cぞ(T・3・ 抑7Ac・ 争箪 ・閥c貿cce野 π 義cあハぐ汽寧}循CAτ1蹴 ぐ『A囎 丁ぐ漏 解
為SSSS55STKA了L¥殴F;』 ～」 ひ9PsFAT[・psLY岡H【 ・ ドF了5S炉
A鱒 蜀CCA界}σ13汽 ・訊 ぐ03TACA・}アcqF脚?汽 丁ぐA冗C・恥 弱汽ATI弱 ぐ'碧㈹ ウコ1ヨ船 凱 轍 鱒 ・∫ 爵碧Aで4、3A`㌔ヲト37・距 論 帖 ・跡 畝 く7汽ぐ冊 「・軍岬和碧 個rTIひ ヨ肋 孕翼 脳5ρ
赫謙 脇 品 赫 晶 品 轟㎝趣芸品 紬 晶 駄 赫 ふ鰍 瀞跡 赫 赫 晶 。え避、,
ドY了L【ILNSDSじ 旨 ロPρ 陛7?Hso了LS轟 εP5◎ 巨 ひ3P筏 τ5臨s了
胃くでAT卵 訂TC笛r(℃ 帽 ぐc昌3貿㎜lrκ 嚇A菅 ぐ醍c・τT.狙c伽 諦姪'」'yκcλCT伊,'駅TTCTぐ輝7・jecc管13TA凧丁燕㎜ 脚,∫LT・覇c員鰭3朋 儲 丁汽7瓦
FNLFFF'FFSF'ｩTDSS





















































































































































LRPSConsensus-P-CSP-4F-CA-GQ一 一CV一 一一一RCDGFPDC-D-SDE一 一=
























LRPSConsensusC一 一一NGGCSHLC一 一一P一一一一一RC-CP一 一一一L一一一一一TC



































































































































































ATg軸j・jαCTCA【 資5鱒3TC骨C㏄13λT㏄ 聞 鷹 凧r昇1ヨ6ACA「 ∫CAI三133颪唱ヨTg3・3ql3・3冒ヨρAC鵡1瑚 ・」汽丁・三・汀・題丁・ヨC・ひヨAC¢ ■シ5A噛5ぐeA6恥5凧⑪ 汽Cλへ㏄AC.筑Tr5AT幽3Ar7L20
1NεALR為VLL【LLLSI5Qセ ・3Sl・ ヨ 紺 λO£ 〔・ ・3【 」 汽 ζ・1・ 巳 薯'ε 牌¥N了 叫40
r;AT`ヨ為TI3肱F玖L33鮪13簿,3Al3訊 ・5汽ぐC凧 ぐAτ層3《丁鮒 」3・掘1;C汽1ヨ3・…A燃 」三A巳KAC㏄ π.へぐ触 丁.ヨCT只骨 τ㏄ ・πぐ凧 ■5τ1凋CAぐAlp⊃ ひ孕ヨ片訊13㎝ ヨぐ凧TC且 ・3農縣C汽 ・5ハ1三ぐ2"O
睾毒 ぐe長.孟3c無琴諸 凄13ぐ衷Te員o蒲三τ♂凝 κ員、轟露 ぐ轟κ無 島言武c殊黛丁無;漁 虞Tl盛ヨ、ヨ孕,忌丁是骨茸^7島轟lr曇痔皇c貰Te貫TC基3貫構 丁、,311
甑 蒲 、、騒 ㌫ 勲1.霧 、轟,械 。冨 魚 漏1盛 よ滋 無 贔A繍 、繋 藷 姦 鳥,二、.鼻、瓢 。雲み 轟謡 贔 、贈
無 鼠、ヨ魚 丁脳 導講 購3c瓢囎(εAC茸 続 λ1毒貿象㌫;二述eT二Aτ鮎 脳ヨ員、窮《丁騒 請憲、張、}胎捻菰。π:1らぐ凱.ヨ駈 凱㌫ 罫続 汽1轟盛}蒜13嚇霧
TRHPQ1513ト:『S腫 『O「'層.「KAAHE'QS[・ ・3真 「IL'ドSl3卜 「 真rlqE,Q・ ヨ5唱3;OO
・3C汽【三弓《TACぐ ㎝CA唱 欄13・ ヨ縦 醐 τTT`シ汀 凧TATλ ・贈 αC㏄ ・3管C月・3柵 柑C汽e胃13驚15T.36し503TC《 ・謁qc骨`3麟1訊CCぐ ・3TTCτぐ瓠Cぐ 凧 ぐCλ幽タ3汽C・rc骨 ・蚕・κ7こO
為.3丁1・S・5駕Tド 『,7rIALLLsFFTρL,、 ろS圏,A●





































































LMCFSCLNQKSNLYCLK一 一一一PTICSDQD-NYCVTVSASAGIGNL一 一VTFGHSLSKYC一 一SPACPZP一 一一一EGVNVGVASMGISCCQS-FLCN79
L}fCFSCTDQKN濟 工NCLW一 一一騨PVScQEKD-HY(:工TLSAハAGFGN一 一一vNLGYTLNKGC一 一SP工CPSE一 一N-vNLNLGvASvNSYccQs-sFcN79







LRCEiVCTS一 一一SSNCKH一 一一一SWCPASS-RFCKTTNTVEPLRG一 一一一NL一 一一VKKDC一 一AESCTPSYT一 一LQGQVSSGTSSTQCCQE-DLCN73
LRCHVCTN一 一一SANCKN一 一一一PQVCPSNF-YFCKTVTSVEPLNG一 一一一NL一 一一VRKEC一 一ANSCTSDYS一 一QQGHVSSGSEVTQCCQT-DLCN73







LECYQCYGvPFETScP一 一一一一S工TCPYPD-GVCvTQEAAvlvDS一 一一QTRKρVKNNLC一 一LP工CPPNIES-MEILGTK▽NvKTsCcQE噌DL⊂Nフ9
1」EcYNcLGVsLG工ACK鞠S工TCPYPD鳴AVcISQQvEL工VDS一 噂一QRRK-vKNKLC一 尊FPFcPANLEN-ME工LGTTvNvNT$c(=KE-DLcN79
LECYN(:工GVPPETSCN一 一一一rTTT⊂PFSD-GFCVALE:DRVVVDS一 一一HRSK-VKSNLC一 一LPICPTTLON-TEITSN武 ㎜ くTYC(:KE:一DLCNマ9
LQCYECYGVP工ET5CP一 一一ρ哺AVTCRハsD-GFCIAQNIEL工EDS一 一騨QRRK-LKTRQC一 一LSFcPAG一 一一甲vPIKDPN工RERT5cCSE-DL⊂ 解76
LNCYNCτMIPFGNTcSS一 一一一TATcPYPDrGvCT工QVAEvvvSS≧ 一}vRLK-vKSN工C一 一LPGcPKSPQT-PEVLGTVvHVNTDc⊂NT-DLcN80
LKCYSCIEVPLNANcS一 一一一一TATCPYSD-GvcvSQVLEAvEGS一 一一vRRT-AKSNLC一 一LPICPKFPQR-TE工LGTVVYTKV5ccNT-DLc四79
HUSP10LNCYTCA㎜DQGKcLRG…EGT⊂1TQNSQQc肌KKI四GGKL一 …QF一 一WQGC一 一E醐CPS… 一NNLFsHGT脳 Ω王工cc㎜QSFc餌76





































































































































































































































































































































































































論 文 審 査 結 果 要 旨
水不溶性 であるコレステロールエステルや中性脂肪,脂 溶性 ビタ ミンは リボ蛋 白質の形 で血 中を輸送
され る。 リボ蛋 白質は,ア ポ リポ蛋 白質お よびリン脂 質に よって表面が構成 されてお り,ア ポ リポ蛋 白
質 を認識 する リボ蛋白質 レセプター によって細胞内 に取 り込 まれ,代 謝 される。 これ まで,リ ボ蛋 白質
レセプ ター としてLDLレ セプ ター,VLDLIレ セプター,apoEレ セ プター2,SR-BI(ScavengerRe-
cep七〇rclassBTypeI)な どの機能が解析 されて きた。1しか し,こ れ らの レセプ ターの解析 の結 果か
ら,肝 臓 に於 ける別の リボ蛋 白質 レセ プター,特 にapoEに 富むカイロミクロンレムナ ン トお よびapoA
に富 むHDLIを 認識 する レセプターの存在が示唆 された。本 研究 は,肝 臓 に於 ける新規 リボ蛋 白質 レセ
1プ ターの単離 と機能解析 を目的 として行 われた ものであ る。
ヒ ト肝癌 由来のHepG2細 胞cDNAラ イブラ リーよ り,新 規LDLR類 似 蛋 白質 ■RP5(LDLR-Re-
la七edProtein5)を 単離 した。L、RP5は,L肌Rフ ァミリー蛋 白質に共通の リガ ン ド結合部位 を持ち,
膜 蛋 白質であ ることを明 らかに した。LRP .5を 発現 させ た細胞 を用いて,apoEに 富 む リボ蛋 白質 β一
V:L肌 の結合 ・取 り込み を解析 した結果,LRP5はapoEに 富む リボ蛋 白質 を認識 し,細 胞内に取 り込
む ことを明 らかに した。また,mRNAの 組織特 異性か ら、LRP5が 脂 質代 謝に関わる可能性が示 され
た。以上 の結果か ら,LRP5が 肝臓 においてカイロミクロンレムナ ン トレセプター として機能す る可能性
が示 された。
次 に,マ ウス肝臓cDNAラ イブ ラ リーを,動 物細胞発 現ベ クターを用 いて構i築し,蛍 光標 識 した
HDLの 細胞 内へ の取 り込 みを指標 と した発現 スク リーニ ング法に よって,新 規HDLI結 合蛋 白質GPI-
HBP1(GPI-anchoredH:DL、BindingProtein1)を 単 離 した。 アポ リポ蛋 白質 と脂 質 をそれぞれ特
異的 に標識 したHDLを 用いて,リ ガン ド特異性 を解析 した結果,GPI-HBP1は 既 にHDLレ セブoター
として知 られ ているSR-BI同 様 に,apoAに 富むHDLを 認識 し,HDL中 の脂質のみを選択 的に細胞 内
に取 り込 むことが明 らかにな った。このよ うな特徴的 なHDL代 謝は,ス テロイ ド産生臓器や肝臓 で見
られ るこ とが以前か ら知 られてお り,GPI-HBP1が 生体 内においてHDLレ セプター として働 く可能性
が示'され た。 また,GPI-HBP1はGPIア ンカー蛋 白質であるLly6フ ァミリー蛋 白質に属 し,GPIア
ンカーを切断す るPI-PLCを 用 いた実1験か らGPIア ンカー蛋 白質であるこ とが確認 され た。
GPI-HBP1の 組織特異性お、よび細胞特 異性 を解析 した結果,肝 臓 ・心臓 ・肺 に高い発 現が見 られ,
肝 臓 に於 いて は骨髄 由来で単核 食細 胞系 のKupf£er細 胞,肺 に於 いて は気管 上皮細 胞 や肺 胞マ クロ
ファージな ど,生 体 内でスカベ ンジャー として働 く細胞 に高 く発 現 しているこ とが明5か になった。 ま
た,心 筋 にも高い発現が見 られ,他 の:Ly6フ ァミリー蛋 白質 に細胞接着 ・シグナル伝達 ・発生 ・分化 に
関 わっている ものが多い ことか ら,細 胞接着 因子 としての機能 を持つ こ とも示唆 された。
本研 究の結果 より、肝臓 に発現す る新規apoEレ セプターLRP5と 新規HDL結 合蛋 白質GPI-HBP1
が 同定 され,そ の性質が明 らか にされた。本成果 は,脂 質代 謝研究 に於 ける新 しい知見であ り,将 来的
に高脂血症,動 脈硬化な どの成人病の治療 のための一助 になる と期待 される。 よって,審 査員一同は,
本論 文の著者が博士(農 学)の 学位 を授 与 され るに十分の資格 を有す るもの と判定 した。
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